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Abstrak

Amoxicillin merupakan antibiotik golongan p-laktam yang banyak digunakan dalam terapi infeksi bakteri karena
memiliki efektivitas tinggi dan profil keamanan yang baik. Meskipun demikian, evaluasi potensi toksisitas pada
tingkat molekuler tetap diperlukan untuk mendukung penggunaan obat yang lebih aman. Penelitian ini bertujuan
menganalisis toxicity stress response pathways dan toxicity targets amoxicillin menggunakan pendekatan in silico.
Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif kuantitatif berbasis komputasi dengan memanfaatkan platform ProTox
3.0. Struktur kimia amoxicillin diperoleh darisbasissdata PubChemusdalam bentuk Canonical SMILES, kemudian
dianalisis menggunakan model prediksi toksisitas ProTox! Hasil penelitian menunjukkan seluruh parameter toxicity
stress response pathways, yaitu NRF2/ ARE, HSE, MMP, p53, dan ATADS diprediksiiinactive dengan probabilitas tinggi
(0,96-0,99). Analisis toxicity targets mengidentifikasi amine oxidase A dan prostaglandin G/H synthase 1 dengan nilai
average pharmacophore fit masing-masing sebesar 44,59% dan 65,07%, sedangkansaverage similarity to known ligands
menunjukkan nilai 0% pada kedua target. Hasil tersebut mengindikasikan bahwa amoxicillin memiliki potensi rendah
dalam mengaktivasi jalur respons stres selulermatpunaiberinteraksidengan target toksisitas berdasarkan prediksi
komputasi. Penelitian ini memberikan informasi awal mengenai profil keamanan molekuler amoxicillin yang masih
memerlukan validasi melalui penelitian eksperimental.

Kata Kunci: Amoxicillin, In silico, ProTox 3.0, Toxicity stress response pathways, Toxicity targets.

In Silico Study of the Toxicity Stress Response Pathways and Toxicity Targets of
Amoxicillin Using a Computational Approach

Abstract

Amoxicillin is a widely prescribed B-lactam antibiotic due to its broad-spectrum antibacterial activity and favorable
safety profile. Nevertheless, molecular toxicity assessment remains essential to support safer drug utilization. This
study aimed to investigate the toxicity stress response pathways and toxicity targets of amoxicillin using an in silico
computational approach. This descriptive quantitative study employed ProTox 3.0 as the primary toxicity prediction
platform. The chemical structure of amoxicillin was obtained from the PubChem database in Canonical SMILES format
and subsequently analyzed using ProTox predictive models. The results demonstrated that all evaluated toxicity stress
response pathways, including NRF2/ARE, HSE, MMP, p53, and ATADS5, were predicted to be Inactive with high
probability values ranging from 0.96 to 0.99. Analysis of toxicity targets identified amine oxidase A and Prostaglandin
G/H synthase 1, with average pharmacophore fit values of 44.59% and 65.07%, respectively, while both targets
exhibited 0% average similarity to known ligands. These findings suggest that amoxicillin has a low potential to
activate cellular stress response pathways or interact with toxicity-related biological targets according to computational
prediction. This study provides preliminary evidence supporting the favorable molecular safety profile of amoxicillin,
although further in vitro, in vivo, and clinical validation is required.

Keywords: Amoxicillin, In silico, ProTox 3.0, Toxicity stress response pathways, Toxicity targets.
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PENDAHULUAN

Amoxicillin merupakan salah satu antibiotik golongan p-laktam yang paling banyak digunakan dalam praktik

klinis untuk mengatasi berbagai infeksi bakteri, baik infeksi saluran pernapasan, saluran kemih, kulit, jaringan lunak,
maupun infeksi odontogenic [1]. Antibiotik ini bekerja dengan menghambat sintesis dinding sel bakteri melalui ikatan
dengan penicillin-binding proteins (PBPs), sehingga menyebabkan lisis dan kematian sel bakteri [2]. Efektivitas,
spektrum aktivitas yang luas, harga yang relatif terjangkau, serta profil keamanan yang baik menjadikan amoxicillin
sebagai salah satu antibiotik lini pertama yang direkomendasikan dalam berbagai pedoman terapi [3]. Penggunaannya
yang sangat luas di fasilitas pelayanan kesehatan maupun dalam praktik swamedikasi menyebabkan paparan
amoxicillin pada masyarakat terus meningkat dari tahun ke tahun [4].

Meskipun secara umum amoxicillin dikenal memiliki tingkat keamanan yang baik, berbagai laporan
menunjukkan bahwa penggunaan obat ini tetap berpotensi menimbulkan efek samping, mulai dari reaksi ringan
hingga reaksi berat yang dapat mengancam keselamatan pasien [5]. Efek samping yang sering dilaporkan meliputi
gangguan saluran cerna, mual, muntah, diare, ruam kulit, urtikaria, dan reaksi hipersensitivitas [6]. Pada kondisi
tertentu, penggunaan amoxicillin juga dikaitkan dengan terjadinya hepatotoksisitas, nefrotoksisitas, perubahan
hematologi, serta reaksi anafilaksis pada individu yang memiliki riwayat alergi terhadap antibiotik B-laktam [7].
Penggunaan jangka panjang maupun dosis tinggi dapat meningkatkan risiko gangguan mikrobiota usus yang
berimplikasi terhadap munculnya infeksi oportunistik maupun resistensi antimikroba [8].

Evaluasi keamanan obat menjadi salah satu tahapan yang sangat penting dalam proses pengembangan
maupun penggunaan obat di Masyarakat [9]. Identifikasi efek toksik suatu obat umumnya dilakukan melalui
penelitian in vitro, penelitian in vivo menggunakan hewan percobaan, serta uji klinis pada manusia [10]. Pendekatan
tersebut memerlukan biaya yang besar, waktu penelitian yang panjang, serta menghadapi berbagai keterbatasan etika
[11]. Efek toksik dapat terdeteksi selama fase pengembangan obat karena beberapa toksisitas baru muncul setelah
penggunaan luas di populasi [12]. Metode alternatif yang mampu memberikan prediksi awal mengenai potensi
toksisitas suatu senyawa secara cepat, efisien, dan ekonomis [13].

Perkembangan ilmu bioinformatika dan komputasi telah menghasilkan berbagai metode prediksi toksisitas
berbasis in silico yang mampu mengevaluasi hubungan antara struktur kimia suatu senyawa dengan kemungkinan
aktivitas biologis maupun efek toksiknya [14]. Pendekatan ini memanfaatkan algoritma machine learning, quantitative
structure-activity relationship (QSAR), serta basis data senyawa yang telah diketahui karakteristik biologinya [14].
Metode in silico memungkinkan peneliti memperoleh gambaran awal mengenai profil keamanan suatu obat sebelum
dilakukan pengujian eksperimental yang lebih kompleks [15]. Selain mempercepat proses penelitian, pendekatan
komputasi juga mendukung konsep 3R (replacement, reduction, dan refinement) dalam penelitian biomedis melalui
pengurangan penggunaan hewan uji [16].

Salah satu aspek penting dalam kajian toksisitas modern adalah identifikasi toxicity stress response pathways [17].
Jalur respons stres merupakan mekanisme biologis yang diaktifkan ketika sel mengalami paparan senyawa asing, stres
oksidatif, kerusakan DNA, gangguan protein, maupun perubahan fungsi organel [18]. Aktivasi jalur-jalur tersebut
mencerminkan respons adaptif maupun patologis sel terhadap paparan suatu obat [19]. Analisis terhadap foxicity stress
response pathways memberikan informasi mengenai kemungkinan mekanisme molekuler yang mendasari munculnya
efek toksik sehingga dapat menjadi dasar dalam memahami hubungan antara struktur senyawa dengan perubahan
biologis yang ditimbulkannya [20].

Selain mengevaluasi jalur respons stres, identifikasi foxicity targets juga menjadi komponen penting dalam
penilaian keamanan obat [21]. Toxicity targets merupakan protein, enzim, reseptor, atau molekul biologis lain yang
berpotensi berinteraksi dengan suatu senyawa sehingga memicu terjadinya efek toksik [22]. Identifikasi target-target
tersebut memungkinkan peneliti mengetahui organ atau sistem biologis yang berpotensi terdampak, sekaligus
memberikan gambaran mengenai mekanisme toksisitas pada tingkat molekuler [23]. Informasi mengenai target
toksisitas sangat bermanfaat dalam pengembangan obat yang lebih aman, optimalisasi dosis terapi, serta penyusunan
strategi pemantauan efek samping pada pasien [24].

Dalam beberapa tahun terakhir, berbagai platform prediksi toksisitas berbasis komputasi telah dikembangkan
untuk mengidentifikasi foxicity stress response pathways maupun toxicity targets [25]. Platform tersebut mampu
menghasilkan prediksi berdasarkan kemiripan struktur molekul dengan senyawa yang telah memiliki data
toksikologi, sehingga memungkinkan identifikasi potensi toksisitas secara lebih cepat dibandingkan metode
konvensional [26]. Hasil prediksi ini tidak dimaksudkan untuk menggantikan penelitian eksperimental, melainkan
sebagai alat skrining awal (early toxicity screening) yang membantu peneliti menentukan prioritas penelitian lanjutan
[27].
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Meskipun amoxicillin telah digunakan secara luas selama puluhan tahun, penelitian yang secara khusus
mengevaluasi profil toxicity stress response pathways dan toxicity targets menggunakan pendekatan in silico masih relatif
terbatas [28]. Sebagian besar penelitian mengenai amoxicillin lebih berfokus pada efektivitas antimikroba, resistensi
bakteri, farmakokinetika, maupun evaluasi klinis [29]. Kajian komputasi yang mengeksplorasi mekanisme molekuler
toksisitas secara komprehensif masih belum banyak dilaporkan, padahal informasi tersebut dapat memberikan
pemahaman yang lebih mendalam mengenai potensi risiko keamanan obat pada tingkat molekuler [30].

Pendekatan komputasi juga memiliki nilai strategis dalam mendukung pengembangan ilmu farmasi modern
yang mengintegrasikan bioinformatika, toksikologi prediktif, serta farmakologi molekuler [31]. Dengan
memanfaatkan data struktur kimia amoxicillin dan perangkat lunak prediksi toksisitas, peneliti dapat mengidentifikasi
jalur respons stres yang berpotensi diaktifkan serta target-target biologis yang mungkin terlibat dalam mekanisme
toksisitas [32]. Informasi tersebut dapat menjadi dasar bagi penelitian eksperimental berikutnya, termasuk validasi
menggunakan kultur sel, model hewan, maupun studi klinis [33].

Hasil penelitian ini diharapkan memberikan kontribusi ilmiah terhadap pengembangan metode skrining
keamanan obat berbasis in silico, khususnya pada antibiotik B-laktam [34]. Selain memperkaya informasi mengenai
profil toksisitas amoxicillin, penelitian ini juga dapat menjadi referensi bagi akademisi, peneliti, tenaga kefarmasian,
serta industri farmasi dalam memahami mekanisme toksisitas pada tingkat molekuler [35]. Dengan demikian,
penelitian mengenai Studi in silico toxicity stress response pathways dan toxicity targets Obat Amoxicillin Menggunakan
Pendekatan Komputasi diharapkan mampu memberikan dasar ilmiah yang lebih kuat dalam evaluasi keamanan obat,
mendukung pengembangan terapi yang lebih aman, serta menjadi acuan bagi penelitian lanjutan di bidang toksikologi
komputasi dan farmasi molekuler [36].

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian kuantitatif deskriptif dengan pendekatan in silico yang bertujuan untuk
memprediksi profil toksisitas senyawa amoxicillin melalui analisis toxicity stress response pathways dan foxicity targets
menggunakan platform ProTox 3.0. Pendekatan in silico dipilih karena mampu memberikan informasi awal mengenai
mekanisme toksisitas suatu senyawa secara cepat, efisien, serta ekonomis tanpa memerlukan pengujian laboratorium
maupun penggunaan hewan percobaan. Metode ini memanfaatkan algoritma machine learning, analisis kemiripan
struktur molekul (molecular similarity), pharmacophore mapping, serta basis data toksikologi yang telah tervalidasi untuk
menghasilkan prediksi berbagai parameter toksisitas berdasarkan struktur kimia senyawa. ProTox 3.0 merupakan
salah satu platform prediksi toksisitas komputasi yang menyediakan lebih dari 60 model prediksi meliputi toksisitas
akut, toksisitas organ, toxicological endpoints, molecular initiating events, metabolisme, toxicity stress response pathways,
serta toxicity targets.

Objek penelitian berupa senyawa amoxicillin yang dipilih karena merupakan antibiotik B-laktam yang paling
luas digunakan dalam terapi infeksi bakteri. Struktur kimia amoxicillin diperoleh dari basis data kimia publik yang
memiliki validitas tinggi, yaitu PubChem, dalam bentuk Canonical SMILES sebagai representasi dua dimensi molekul.
Format SMILES dipilih karena merupakan format standar yang digunakan oleh ProTox 3.0 dalam melakukan
identifikasi struktur kimia dan menghasilkan prediksi toksisitas berdasarkan karakteristik molekuler senyawa.
Sebelum dilakukan analisis, struktur kimia diverifikasi kembali untuk memastikan kesesuaian identitas senyawa
sehingga tidak terjadi kesalahan interpretasi selama proses prediksi.

Tahap penelitian diawali dengan identifikasi struktur molekul amoxicillin menggunakan data Canonical
SMILES. Struktur tersebut kemudian dimasukkan ke dalam antarmuka ProTox 3.0 melalui fasilitas prediksi daring.
Proses prediksi dilakukan menggunakan seluruh model yang berkaitan dengan mekanisme toksisitas, namun
penelitian ini hanya memfokuskan analisis pada dua kelompok parameter utama, yaitu foxicity stress response pathways
dan toxicity targets. Seluruh proses analisis dilakukan secara otomatis oleh sistem ProTox 3.0 yang mengintegrasikan
pendekatan molecular similarity, fragment propensity, pharmacophore-based prediction, serta model machine learning yang
telah dilatih menggunakan berbagai basis data toksikologi eksperimental.

Analisis toxicity stress response pathways dilakukan untuk mengevaluasi kemungkinan aktivasi jalur respons
stres seluler akibat paparan amoxicillin. Jalur yang dianalisis meliputi nuclear factor erythroid 2-related factor
2/antioxidant response element (NRF2/ARE), heat shock factor response element (HSE), mitochondrial membrane potential
(MMP), tumor suppressor p53, serta ATPase family AAA domain-containing protein 5 (ATADS5). Kelima jalur tersebut
merupakan bagian dari panel Tox21 yang banyak digunakan dalam evaluasi toksisitas berbasis adverse outcome
pathways (AOP). ProTox menghasilkan prediksi dalam bentuk Kklasifikasi active atau inactive yang disertai nilai
probabilitas (probability score). Nilai probabilitas mendekati 1 menunjukkan tingkat keyakinan model yang lebih tinggi
terhadap hasil prediksi, sedangkan nilai yang lebih rendah menunjukkan tingkat keyakinan yang lebih kecil. Hasil ini
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digunakan untuk mengidentifikasi jalur respons stres yang berpotensi diaktifkan oleh amoxicillin pada tingkat
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Perbandingan hasil prediksi dengan
literatur ilmiah yang relevan

v

Penyusunan hasil dan pembahasan

Selesai

Gambar 1. Alur Penelitian

Selanjutnya dilakukan analisis foxicity targets untuk mengidentifikasi protein, enzim, reseptor, maupun target
biologis lain yang diprediksi berinteraksi dengan amoxicillin sehingga berpotensi menimbulkan efek toksik. ProTox
3.0 mengevaluasi lima belas target toksisitas yang dikembangkan berdasarkan panel keamanan in vitro Novartis. Hasil
prediksi ditampilkan dalam bentuk nama target biologis, nilai average pharmacophore fit, dan average similarity to known
ligands. Nilai average pharmacophore fit menggambarkan tingkat kesesuaian struktur tiga dimensi senyawa terhadap
model farmakofor target, sedangkan average similarity to known ligands menunjukkan tingkat kemiripan struktur
amoxicillin dengan ligan-ligan yang telah diketahui berinteraksi dengan target tersebut. Kedua parameter tersebut
digunakan sebagai indikator awal kemungkinan adanya interaksi molekuler yang berkaitan dengan mekanisme
toksisitas.

Data hasil prediksi kemudian didokumentasikan dalam bentuk tabel yang memuat nama jalur respons stres,
status prediksi (active atau inactive), nilai probabilitas, nama target toksisitas, average pharmacophore fit, dan average
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similarity to known ligands. Seluruh data diekspor dari ProTox 3.0 dalam format yang tersedia, kemudian dilakukan
proses penyusunan kembali menggunakan perangkat lunak pengolah data seperti Microsoft Excel agar memudahkan
interpretasi dan penyajian hasil penelitian.

Analisis data dilakukan secara deskriptif dengan membandingkan seluruh nilai probabilitas yang diperoleh
pada setiap parameter prediksi. Jalur respons stres dengan status active dan probabilitas tinggi diinterpretasikan
sebagai jalur biologis yang berpotensi mengalami aktivasi akibat paparan amoxicillin, sedangkan status inactive
menunjukkan rendahnya kemungkinan aktivasi berdasarkan model prediksi. Pada analisis toxicity targets, interpretasi
dilakukan berdasarkan besarnya nilai average pharmacophore fit dan average similarity to known ligands. Semakin tinggi
kedua nilai tersebut, semakin besar kemungkinan terjadinya interaksi antara amoxicillin dengan target biologis yang
dianalisis sehingga dapat menjadi indikasi awal adanya mekanisme toksisitas pada tingkat molekuler. Interpretasi
hasil tidak dimaksudkan sebagai bukti biologis secara langsung, tetapi sebagai hipotesis awal yang memerlukan
validasi melalui penelitian in vitro maupun in vivo.

Untuk meningkatkan validitas ilmiah penelitian, seluruh hasil prediksi dibandingkan dengan informasi
toksisitas amoxicillin yang telah dipublikasikan dalam literatur ilmiah. Pendekatan ini dilakukan untuk mengetahui
kesesuaian antara prediksi komputasi dengan bukti eksperimental yang telah tersedia serta memberikan interpretasi
biologis terhadap jalur respons stres maupun target toksisitas yang diprediksi. Dengan demikian, hasil penelitian tidak
hanya menggambarkan keluaran perangkat lunak, tetapi juga memberikan penjelasan ilmiah mengenai kemungkinan
mekanisme toksisitas amoxicillin berdasarkan pendekatan toksikologi komputasi.

Penelitian ini tidak melibatkan subjek manusia maupun hewan percobaan sehingga tidak memerlukan
persetujuan etik penelitian. Seluruh data yang digunakan merupakan data sekunder berupa struktur kimia amoxicillin
yang tersedia secara terbuka pada basis data kimia publik dan dianalisis menggunakan ProTox 3.0 sebagai perangkat
prediksi toksisitas berbasis machine learning. Penelitian ini memenuhi prinsip replacement dalam konsep 3R (replacement,
reduction, dan refinement) dengan memanfaatkan pendekatan komputasi sebagai alternatif awal untuk mengevaluasi
profil keamanan suatu senyawa sebelum dilakukan pengujian eksperimental lebih lanjut.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Toxicity Stress Response Pathways Amoxicillin

Prediksi toxicity stress response pathways dilakukan menggunakan platform ProTox 3.0 untuk mengevaluasi
potensi aktivasi jalur respons stres seluler akibat paparan amoxicillin. Analisis ini bertujuan mengidentifikasi
kemungkinan terjadinya gangguan biologis pada tingkat molekuler yang dapat memicu berbagai mekanisme
toksisitas, seperti stres oksidatif, kerusakan DNA, disfungsi mitokondria, maupun gangguan homeostasis protein.
Hasil prediksi disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil prediksi toxicity stress response pathways amoxicillin menggunakan ProTox 3.0

Klasifikasi Target Prediksi | Probabilitas
Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2/ antioxidant responsive | Inactive 0,99
element (NRF2/ ARE)

Heat shock factor response element (HSE) Inactive 0,99
Tox21-stress response - - - -

Mitochondrial membrane potential (MMP) Inactive 0,96

Phosphoprotein (tumor suppressor) p53 Inactive 0,99

ATPase family AAA domain-containing protein 5 (ATADS) Inactive 0,99

Berdasarkan hasil prediksi pada Tabel 1, seluruh parameter toxicity stress response pathways menunjukkan status
inactive dengan nilai probabilitas yang sangat tinggi, yaitu berkisar antara 0,96-0,99. Hasil tersebut mengindikasikan
bahwa amoxicillin memiliki kemungkinan yang sangat rendah untuk mengaktivasi jalur respons stres seluler yang
dianalisis oleh model Tox21. Tingginya nilai probabilitas menunjukkan tingkat keyakinan model ProTox 3.0 terhadap
Klasifikasi inactive, sehingga hasil prediksi ini memberikan indikasi awal bahwa amoxicillin tidak berpotensi
menimbulkan gangguan toksik melalui mekanisme respons stres pada kondisi yang dievaluasi.

Jalur NRF2/ARE (nuclear factor erythroid 2-related factor 2/antioxidant response element) merupakan regulator
utama sistem pertahanan antioksidan sel terhadap peningkatan reactive oxygen species (ROS). Aktivasi jalur ini
umumnya terjadi ketika sel mengalami stres oksidatif akibat paparan xenobiotik atau senyawa toksik. Pada penelitian
ini diperoleh status inactive dengan probabilitas sebesar 0,99, yang menunjukkan bahwa amoxicillin diprediksi tidak
menginduksi aktivasi NRF2/ ARE. Temuan ini mengindikasikan bahwa struktur molekul amoxicillin tidak memiliki
kecenderungan kuat untuk memicu stres oksidatif yang cukup signifikan hingga mengaktifkan mekanisme
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pertahanan antioksidan sel. Hasil tersebut sejalan dengan profil keamanan amoxicillin yang selama ini dikenal
memiliki risiko stres oksidatif relatif rendah dibandingkan beberapa antibiotik lain, seperti aminoglikosida atau
fluorokuinolon.

Jalur heat shock factor response element (HSE) berperan dalam mengatur ekspresi protein heat shock yang berfungsi
menjaga stabilitas protein ketika sel mengalami stres akibat panas, bahan kimia, maupun akumulasi protein yang
mengalami salah lipat (misfolded proteins). Prediksi inactive dengan probabilitas 0,99 menunjukkan bahwa amoxicillin
diperkirakan tidak menyebabkan gangguan proteostasis yang cukup besar untuk mengaktivasi respons heat shock.
Dengan demikian, interaksi amoxicillin terhadap sistem homeostasis protein diprediksi sangat minimal sehingga
risiko terjadinya kerusakan protein akibat paparan obat ini relatif rendah.

Parameter mitochondrial membrane potential (MMP) digunakan untuk mengevaluasi kemungkinan gangguan
fungsi mitokondria yang merupakan organel utama penghasil energi sel. Penurunan potensial membran mitokondria
sering dikaitkan dengan peningkatan pembentukan ROS, gangguan produksi ATP, serta inisiasi apoptosis. Pada
penelitian ini, MMP diprediksi inactive dengan probabilitas 0,96. Walaupun nilai probabilitasnya sedikit lebih rendah
dibandingkan parameter lainnya, angka tersebut tetap menunjukkan tingkat keyakinan model yang tinggi bahwa
amoxicillin tidak menyebabkan depolarisasi membran mitokondria secara bermakna. Hal ini menunjukkan bahwa
penggunaan amoxicillin diperkirakan tidak berhubungan dengan disfungsi mitokondria sebagai mekanisme utama
toksisitasnya.

Hasil prediksi pada jalur tumor suppressor p53 juga menunjukkan status inactive dengan probabilitas 0,99.
Protein p53 merupakan regulator penting dalam menjaga stabilitas genom melalui pengendalian siklus sel, perbaikan
DNA, dan induksi apoptosis ketika terjadi kerusakan genetik. Aktivasi jalur p53 biasanya terjadi apabila suatu
senyawa menyebabkan kerusakan DNA atau tekanan genotoksik yang cukup besar. Prediksi tidak aktif pada
penelitian ini mengindikasikan bahwa amoxicillin memiliki kemungkinan yang sangat rendah untuk menginduksi
kerusakan DNA yang dapat memicu aktivasi protein p53. Hasil ini mendukung berbagai laporan bahwa amoxicillin
bukan termasuk senyawa yang memiliki potensi genotoksik tinggi pada penggunaan terapeutik.

Jalur terakhir yang dianalisis adalah ATPase family AAA domain-containing protein 5 (ATAD5). Protein ATADS
berperan dalam proses replikasi DNA, perbaikan genom, serta menjaga stabilitas kromosom. Aktivasi jalur ini sering
digunakan sebagai indikator adanya kerusakan DNA maupun stres replikasi. Pada penelitian ini diperoleh prediksi
inactive dengan probabilitas 0,99, yang menunjukkan bahwa amoxicillin diperkirakan tidak menyebabkan gangguan
replikasi DNA maupun instabilitas genom melalui mekanisme yang dimediasi ATAD5. Dengan demikian, risiko
terjadinya toksisitas genetik berdasarkan parameter ini relatif rendah.

Secara keseluruhan, seluruh parameter toxicity stress response pathways menunjukkan hasil yang konsisten, yaitu
inactive dengan probabilitas yang sangat tinggi. Konsistensi hasil tersebut memperkuat dugaan bahwa amoxicillin
memiliki profil keamanan molekuler yang baik berdasarkan mekanisme respons stres seluler yang dievaluasi dalam
panel Tox21. Tidak ditemukannya aktivasi pada jalur NRF2/ARE, HSE, MMP, p53, maupun ATAD5 menunjukkan
bahwa amoxicillin diprediksi tidak memicu stres oksidatif, gangguan fungsi mitokondria, kerusakan protein, maupun
kerusakan DNA sebagai mekanisme utama toksisitasnya.

Temuan penelitian ini juga sesuai dengan karakteristik farmakologis amoxicillin yang telah lama digunakan
secara luas dalam praktik klinis dan dikenal memiliki indeks terapi yang relatif tinggi. Walaupun demikian, hasil
prediksi komputasi ini tidak dapat diartikan bahwa amoxicillin sepenuhnya bebas dari efek samping. Reaksi
hipersensitivitas, gangguan gastrointestinal, hepatotoksisitas idiosinkratik, maupun nefritis interstisial yang
dilaporkan pada penggunaan klinis umumnya merupakan respons imunologis atau reaksi idiosinkratik yang tidak
selalu dapat diprediksi melalui model toxicity stress response pathways. Oleh karena itu, hasil penelitian ini sebaiknya
dipandang sebagai gambaran awal mengenai keamanan molekuler amoxicillin dan tetap memerlukan validasi melalui
penelitian in vitro, in vivo, maupun data farmakovigilans pada populasi manusia.

Secara keseluruhan, hasil prediksi menggunakan ProTox 3.0 menunjukkan bahwa amoxicillin memiliki potensi
yang sangat rendah dalam mengaktivasi jalur-jalur utama respons stres seluler. Temuan ini mendukung penggunaan
amoxicillin sebagai antibiotik dengan profil keamanan yang baik apabila digunakan sesuai indikasi, dosis terapi, dan
pemantauan klinis yang tepat. Hasil penelitian ini memberikan dasar ilmiah bagi pengembangan studi lanjutan
mengenai mekanisme toksisitas antibiotik menggunakan pendekatan toksikologi komputasi sebagai metode skrining
awal sebelum dilakukan pengujian eksperimental.

Toxicity Targets Amoxicillin

Selain mengevaluasi toxicity stress response pathways, penelitian ini juga menganalisis toxicity targets
menggunakan platform ProTox 3.0. Analisis ini bertujuan untuk mengidentifikasi protein atau target biologis yang
berpotensi berinteraksi dengan amoxicillin berdasarkan pendekatan farmakofor (pharmacophore mapping) dan
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kemiripan struktur terhadap ligan yang telah diketahui (known ligands). Hasil prediksi ini memberikan gambaran awal
mengenai kemungkinan mekanisme toksisitas pada tingkat molekuler yang dapat digunakan sebagai dasar penelitian

lanjutan.
Tabel 2. Hasil prediksi foxicity targets amoxicillin menggunakan ProTox 3.0
Toxicity target Average pharmacophore fit | Average similarity to known ligands
Amine oxidase A 44,59% 0%
Prostaglandin G/H synthase 1 65,07 % 0%

Berdasarkan Tabel 2, ProTox 3.0 memprediksi dua target biologis yang memiliki kemungkinan berinteraksi
dengan amoxicillin, yaitu amine oxidase A dan prostaglandin G/H synthase 1. Kedua target tersebut diidentifikasi
berdasarkan kecocokan struktur farmakofor (average pharmacophore fit), sedangkan nilai average similarity to known
ligands menunjukkan kemiripan struktur amoxicillin dengan ligan yang telah diketahui berinteraksi terhadap target
tersebut.

Amine oxidase A Prostaglandin G/H synthase 1
Gambar 2. Struktur amine oxidase A dan prostaglandin G/H synthase 1

Target pertama yang diprediksi adalah amine oxidase A dengan nilai average pharmacophore fit sebesar 44,59%
dan average similarity to known ligands sebesar 0%. Amine oxidase A merupakan enzim yang berperan dalam metabolisme
berbagai monoamin biologis, termasuk serotonin, norepinefrin, dan dopamin melalui proses deaminasi oksidatif.
Enzim ini memiliki peran penting dalam regulasi neurotransmiter pada sistem saraf pusat serta berbagai proses
fisiologis lainnya. Nilai pharmacophore fit sebesar 44,59% menunjukkan adanya tingkat kecocokan spasial antara
struktur amoxicillin dengan model farmakofor enzim tersebut, namun nilai tersebut masih berada pada kategori
sedang. Di sisi lain, nilai average similarity to known ligands sebesar 0% menunjukkan bahwa struktur kimia amoxicillin
tidak memiliki kemiripan yang signifikan dengan ligan-ligan yang telah diketahui berikatan secara spesifik dengan
amine oxidase A. Dengan demikian, kemungkinan interaksi biologis secara langsung terhadap target ini diperkirakan
rendah dan belum dapat dijadikan sebagai indikator kuat adanya mekanisme toksisitas melalui inhibisi maupun
aktivasi enzim tersebut.

Target kedua yang teridentifikasi adalah prostaglandin G/H synthase 1 (PGHS-1 atau cyclooxygenase-1/COX-1)
dengan nilai average pharmacophore fit sebesar 65,07 % dan average similarity to known ligands sebesar 0%. Dibandingkan
target sebelumnya, nilai pharmacophore fit terhadap PGHS-1 lebih tinggi, yang menunjukkan bahwa konfigurasi tiga
dimensi amoxicillin memiliki kecocokan yang lebih baik terhadap model farmakofor target tersebut. PGHS-1
merupakan enzim penting dalam biosintesis prostaglandin yang berfungsi mempertahankan integritas mukosa
lambung, regulasi aliran darah ginjal, serta agregasi trombosit. Gangguan terhadap aktivitas enzim ini sering dikaitkan
dengan efek samping gastrointestinal maupun gangguan fungsi ginjal pada beberapa golongan obat, terutama obat
antiinflamasi nonsteroid (OAINS).

Meskipun nilai average pharmacophore fit terhadap prostaglandin G/H synthase 1 relatif lebih tinggi dibandingkan
amine oxidase A, nilai average similarity to known ligands tetap menunjukkan 0%. Hal tersebut mengindikasikan bahwa
meskipun terdapat kemiripan spasial terhadap model farmakofor, struktur kimia amoxicillin tidak menyerupai ligan-
ligan khas yang diketahui memiliki afinitas tinggi terhadap PGHS-1. Kemungkinan interaksi biologis yang bermakna
terhadap target ini diperkirakan masih rendah. Hasil tersebut juga sesuai dengan mekanisme kerja farmakologis
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amoxicillin yang tidak bekerja melalui penghambatan enzim siklooksigenase, melainkan melalui penghambatan
sintesis dinding sel bakteri dengan berikatan pada penicillin-binding proteins (PBPs).

Hasil prediksi toxicity targets menunjukkan bahwa amoxicillin memiliki tingkat kecocokan farmakofor sedang
terhadap dua target biologis, yaitu amine oxidase A dan prostaglandin G/H synthase 1, namun keduanya memiliki average
similarity to known ligands sebesar 0%. Kondisi tersebut mengindikasikan bahwa struktur amoxicillin tidak memiliki
kemiripan dengan ligan toksik yang telah diketahui pada kedua target tersebut, sehingga kemungkinan interaksi
molekuler yang berpotensi menimbulkan toksisitas diperkirakan rendah.

Temuan ini sejalan dengan hasil analisis toxicity stress response pathways, yang juga menunjukkan tidak adanya
aktivasi jalur respons stres seluler. Kombinasi kedua hasil tersebut memberikan gambaran bahwa amoxicillin memiliki
profil keamanan molekuler yang baik berdasarkan pendekatan prediksi komputasi ProTox 3.0. Meskipun demikian,
hasil ini tetap harus ditafsirkan secara hati-hati karena prediksi in silico hanya menggambarkan potensi interaksi
berdasarkan model komputasi dan belum dapat menggantikan bukti biologis yang diperoleh melalui penelitian in
vitro, in vivo, maupun studi klinis. Validasi eksperimental tetap diperlukan untuk memastikan signifikansi biologis
dari target-target yang diprediksi dalam penelitian ini.

KESIMPULAN

Amoxicillin memiliki profil keamanan molekuler yang baik berdasarkan hasil prediksi menggunakan ProTox 3.0.
Seluruh parameter toxicity stress response pathways, yaitu NRF2/ ARE, HSE, MMP, p53, dan ATADS, diprediksi Inactive
dengan nilai probabilitas yang tinggi (0,96-0,99), sehingga mengindikasikan bahwa amoxicillin memiliki potensi yang
rendah dalam mengaktivasi jalur respons stres seluler yang berkaitan dengan stres oksidatif, gangguan fungsi
mitokondria, kerusakan protein, maupun kerusakan DNA. Analisis toxicity targets mengidentifikasi amine oxidase A
dan prostaglandin G/H synthase 1 sebagai target biologis dengan tingkat Average Pharmacophore Fit sedang, namun
keduanya memiliki average similarity to known ligands sebesar 0%, yang menunjukkan rendahnya kemungkinan
interaksi toksik secara langsung. Secara keseluruhan, hasil penelitian ini mendukung bahwa amoxicillin memiliki
potensi toksisitas molekuler yang relatif rendah berdasarkan pendekatan komputasi, meskipun hasil prediksi ini tetap
memerlukan validasi lebih lanjut melalui penelitian in vitro, in vivo, dan studi klinis untuk mengonfirmasi signifikansi
biologisnya.
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